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単純癌疹ウイルス CHSV) はヒ卜の知覚神経節に潜伏し一度感染すると回帰発症を繰り返す。 H






した。本研究はこれまでドットフ、、ロット法で不可能であった検体についてHSVl 型， 2 型の型特異的




患者水庖内容液，咽頭ぬぐい液等を 2 ml のハンクス液に懸濁したものを50μl 使用した。
2. ウイルスリファレンス株
1 型 WT51-3 -4 C角膜へルペス患者からの分離株)
2 型 UW268
3. ウイルス DNA
CV-1 細胞にウイルスを感染させ煎糖法 (Pignatti et a l., Virology 93 : 260-264 , 1979) よっ
てDNAを抽出・精製したものを用いた。
4. ドットプロット法
1 型， 2 型を型特異的に選別する DNA断片をプロープとし200-500μI の検体をドットプロット
したものとサザンハイブリダイゼーションにより型別を行った。
5. フ。ライマーとフ。ローブ
プライマーとプローブの塩基配列は， 1 型， 2 型とも，ドットプロット法で使用した型特異的選別
プローブの塩基配列中から選択を行った。 HSV-1 ではプライマーは遺伝子地図上0.75map unit 
にある。 BamHI B フラグメント (Roizman et a l., J. Virol. 44 : 939-949 , 1982) の V 端の31base
上流から 12base 上流まで、20base のTM11 と BamHI B フラグメント 5 '端から 212base 下流からの 193
base 下流まで、の相補鎖20baseTM12を使用した。プローブは BamHI B フラグメント V端から下流50
base から89base までの40base の TM13を用いた。 HSV-2 では a' シーケンス (Wilkie et al. J. 
Gen. Viro1.55 : 315 -331 , 1981)の 5' 端の96base 下流から20base 下流までの20base のTM21とゲシー
ケンスの 5 '端から 221base下、流から 202base 下流まで、の相補鎖20baseTM22を使用した。プローブは
ゲシーケンスの 5 '端から 148base 下流から 187base 下流まで、の40base の TM23を用いた。
6. 反応液
PCR の反応液は， 125μMの dATP ， dCTP , dTTP と 3 1.25μM dGT P , 93.75μM の
c 7dGTPO.01%ゼラチン， 20mM Tris-HCl (pH8.8) , 1.5mM MgC1 2 , 50mM KCl , 10% , DMS 




HSV-1 では920C 1 分， 600C 1 分， 720C 1 分で30サイクル行った後720C 5 分の反応を行った。 H




1. HSV野生株での検定:ドットプロット法，及びHSV-1 型 2 型の PCR法によってHSV野
生株DNAについて検定を行ったところ何れの方法を用いても 1 型 2 型を正確に型別することが
できた。
2. 臨床材料での検査:へルペス感染症が疑われる患者の水癌内容液 咽頭ぬぐい液を用いて行った。
水癌内容液の場合，ドットプロット法では， 18検体中12検体が 1 型， 6 検体が 2 型となり型別不能は
なかった。咽頭ぬぐい液の検体では，ドットフーロット法では36検体中10検体が 1 型と判定でき型別不
能が10検体，陰性が16検体であった。このドットブロット法での型別不能の原因として，われわれは，




よる型別を行った。その結果， 36検体中 1 型が32検体，陰性が 4 検体となり高い識別能を示し， ドッ
トプロット法において不可能であった臨床検体においても極微量の検体から型別可能となった。
(総括)









た。本論文では 1 ， 2 型それぞれに特異的な塩基配列を見つけ，ドット・ハイブリダイゼーション，ポ
リメレース・チェーン・リアクション法の何れかを用いると，ほとんど治癒したような病巣由来の材料
でも型別を行うことができることを証明した。
本研究は，これまで存在しないとされていたHSVの型特異的塩基配列をみつけ，それを臨床応用に
まで持ってきたもので，学位に値するものといえるO
